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論 文 内 容 要 旨
最:近の組織培養法 の発達 に よ って鶏培 養に よる半数 体の育成,体 細胞融合に
よる雑種の作 出などが育種法 の一 つとして取 り上げ られ るよ うにな った。 また
一 方 ,組織培 養は植物 の栄養繁殖 の新しい手法 として も期待 されて いる。 塑在i
のところ これ らの手 法の一般化 が困難 な一つ の穴 きな理 由は,カ ルスか らの芽
の誘導 が植物 によ っては困難 であることにある。特 に植物 の増殖 に組織培養を
利 用す る場合は,カ ルスの増殖 と共 に,カ ルスか ら能率 良 く多数 の芽を得 るこ
とが必要 である。
本論文で はナス科 の一疏菜であ るナスの胚軸を供試材料 として,そ の カルス
か らの器官分 化,特 に芽の分化 につい て検討 した。そ して芽の分 化 にはNAA
濃度 に依存 して2通 りの分化様 式が あることを明らか にした ぐ第1章)。 この
分化過程を組織 形態学的に観察 し,低 濃度のNAAで は不定芽分化,高 濃度の
NAAで は不定胚 分化 を起 こす ことを明 らか に した(第2章)。 不定胚 の発達
したもの は,カ ルスの表 面で淡:黄緑色のスポッ トとして認め られ るので それを
GreenSpotと 名づけて不 定胚 分化 の指標 とし,不 定胚の分化 を促進す る
諸条件を検討 した(第3章)eさ らに,カ ル スを継代 培養す ることによ って生
じる芽 の分化能 の変化 及び遺伝的変異 も検 討 した(第4章)。
第1章 胚 軸切 片のNAAと6-8Aに 対す る反応
NAAと6-BAの 濃 度 を 変 え て 、根 の 分 化,芽 の 分化及 び カル ス の生 育 に
つ い て観 察 し,ま た それ らの 品 種 問差 異 を 検討 した。
根 の 分 化 は胚 軸 切 片 の下 端か ら生 じ.低 濃 度のNAAに よ って 促 進 され,6
-BA添 加 に よ って 抑 制 され る◎
芽 の分 化 に は2通 りの様 式 が 見 られ た(:Fig.1)ρ 一 つは 低濃 度 のNAA
(0,0.016㎎/6)に よ って胚 軸 切 片 の上 端 か ら生 じる芽 で あ って,6-
BA添 加 に よ って 促 進 され る。 他 の 一 つ は高 濃 度 のNAA(1.62,8.10剛 の
を加 え る と3週 目以 降の カル ス表 面に生 じる もの で あ って,6-BA添 加 に よ














































































照 明下 に移 す と この ス ポ ッ トが緑 化 す るた めGreenSpotと 名づ け た。 な
お両 看 の 芽の 分化 が 起 こ る 中間 のNAA濃 度(0.81㎎/6)で は芽 の 分化 が
認 め られ な い∩
カ ルス の生 育 は,NAA濃 度 が0.8〕 ・ノ～解/ぞ 以上 で はNAA殻 度 の低 い 方 が
艮 い 。NAAO.8〕 〃・撃/6以 下 で は根 と芽 の 分 化 が起 こ る。
上 記 の 各生 育反応 の 相互 関係 を芽 の分 化 を 中心 とし て 品種 間 で検討 した。
微 量 のNAA箪 独 添 加 に よ って芽 の 分 化 を 起 こ しやす い 品種 は 根 の 分 化 も起
こ しや す い∩
一 方 ,NAA8.]0麗2/そ で形 成 され たGreenSpot数 を各 品種 の
GreenSpot形 成能 とす る と,GreenSpot形 成 能 の 高 い 品 種 は
NAA低 濃 度 で の根 の 分 化 数 が 少い 傾 向 に あ った。 またGreenSpot形 成
能 とNAA低 濃慶 で の芽 の分 化 数 との 間 には負 の 相 関 が見 られ た。 す なわ ち,
GreenSpot形 成 能 の高 い品 種 は概 してNAA低 濃 度 下 にお け る根 や 芽 の
分 化数 の少 い 品種 で あ る(Fig.2)。NAAO.8}協 窪/6以 上 の 区に つ い て
カ ル ス新 鮮重(Y)のNAA濃 度(X)忙 対 す る対 数i§帰 直線(20gY=a十
b60gX)を 求 め,カ ル ス の生 育量 とGreenSpot形 成 能 との関 係 を 検
討 した。GreenSpot形 成能 は 回帰 直線 の 傾 き(b)と 正,定 数(a)と
負 に 相 関 す る傾 向を示 す。GreenSpot形 成 能 の高 い 品種 は胚 軸切 片 が 脱
分化 を起 こす 程度 のNAA濃 度 で は カル ス の生 育 が あ ま り良 くな い が,高 濃 度
のNAAで も なお 比 較 的 艮 くカ ルス が生 育す る品 種 で あ る と言え る。
IAAは 根 の 分 化 を促 進 し,芽 の 分化 を抑 制 す る作 用 を持 ってい た 。 一 方,
2,4-Dを 含む 培 地 で は6-BAの 有無 にか か わ らず 器 官 分 化 が起 こ らな か
った。
以 上 の 知 見 か ら,ナ ス胚 軸 カル スはNAA濃 度 に よ り2通 りの様 式 の芽 が 分
化 し,NAA低 濃 度 に ょ って形 成 され る芽 とNAA高 濃 慶 に よ って形 成 され る


















































































































































































































第2葦 餌 盤A低 濃 度 下 と高 濃 度下 に お け る芽 の 分 化 の組 織 形 態 学的
観 察
前 章 でNAA濃 度 の 差 に よ って2通 りの芽 が 分 化 す るこ とを指 摘 したが,本
章 で は それ らの 発 生 過 程 を 組織 形 態学 的 に観 察 した。
NAA低 濃 慶 の 場 合,置 床 後 】日 目か ら胚 軸 上 端 に細 胞 分 裂 が見 られ カ ルス
化 して くる。6日 目に な る と カル ス の表 面 に芽 の 分 化の 徴 候 が 現わ れ て くる。
この芽 の 分化 は.最 初 カル スの表 面に 表 皮 細胞 層 状 の もの が 発 達 して きて,し
だ い に生長 点 状 の構 造 に な り,つ い に は葉 原基 を 分化 す る。 こ の よ うな芽 の 分
化 様 式 は不 定 芽(adventitiousshoot)の それ で あ る。
NAA高 濃 匿 の時 に は胚 軸 全 体 が カル ス化 し,そ の カルス表面の切片を作 る と糸
状胚期,球 状胚期,心 臓胚期,子 葉胚期の各 スデージに相 当 す る胚 状 構造 を した 細胞
塊 が見 られ た。 これ らの こ とか ら,こ の芽 の分 化 では カル ス 表 面 に胚 状 の細 胞
塊 が で き胚 発 生 と似 た分 裂様 式 を 経 て 幼植 物 へ と発達 す る。 この よ うな芽 の 分
化 は不 定 胚(embryoid)分 化 で あ る∩
分 化 した不 定 胚 は高 濃 度 のNAAを 含 む培 地 そ の まま で は,一 定 の生 長 段 階
で発 達 を 停止 した り再 び 脱分 化 す る が,そ れ をNAAを 含 まな い培 地 へ と移植
す る こ と によ り正常 な 植物 体 を得 るこ とが で きる。 その 際,カ ル ス を バ ラバ ラ
に し て移植 す る プ レー テイ ン グ操 作が 有 効 で あ る。 また,NAA高 濃 度 下 で形
成 され るGreenSpotは 不定 胚 が葉原 基 を形 成 して 肉 眼で 認 め られ る まで
に発 達 した もので あ り,GreenSpotは 不 定 胚分 化 の 指 標 とな り得 るこ と
がわ か った。
第3章 不 定胚 分 化 を促 す諸 条 件 の検 討
第2章 でGreenSpotは 不定 胚分 化の 指 標 とな り得 る こ とが わか った の
で,本 章で はNAA高 濃 度 下 で起 こる不 定胚 分 化 を高 率 に しか も確実 に得 る条
件 をGreen呂potを 指 標 と して検 討 した・
不 定胚 分 化 を起 こすNAA濃 度 は7～9解/6程 度 の所 が最 も良 く,高 濃 度
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0)NAAを 与 え る こ、とが必 要で あ った。
NAA培 地 で の培 養 期 間 が10週 闘以 下 で は,GreenSpotの 発 達 に プ
レ_テ ィン グ後 良期 間 を 要 し,NAAを 与 え る期 間 を長 くす ると プレー テ ィン
グ後 短 期 間 でGreenSpotを 発」茎させ る∩ しか し,GreenSpot形 威'
率(F19.3)とGreenSpot:数(Fl9.紛 の 両者 は平 行的 に増 減 せず,
NAA培 地 で の培 養 期 間 が長:いとGreenSpot数 は あ ま り 多 くな く,NA胤
培 地 で の培 養 期間 が 短 い と逆 にGreenSpot形 成 率 は それ 程高 くないが,
GrρenSpot数 は 多 くな ったρ、多 くの カル スか ら多数 のGreenSpot
を得 るた め に は両 者 の バ ラン ス を考 慮 して培 養期 間 を設 定す る必要 が あ る こと
が わ か った。
明暗 両 条件 を与 えて 比 較す る と,照 明 区 の 方 にGreenSpot形 成 が よ り
早 く起 こ り,し か も そ の数 が 多 く,一 層 高 濃度 のNAA培 地 でで も起 こ り得 たe
また,定 温 区(25℃)と 昼夜 変温 区(25℃ 一17℃)を 比較 した と ころ,
GreenSpotは 変 温 区 の:方で 多 く形1成され たe光 と変 温(夜 低 温)は 不 定
胚 の分 化 に 対 して不 可 欠 と言 え るべ き もの で は な いが,不 定胚 の分 化 を よ り起
こ しやす い 条件 をつ くるか,ま た は分 化 した不 定 胚 の発 育 を促 進 す る もの とみ
られ る∩
GreenSpot形 成 に対 して置 床胚 軸 切 片 自体 が大 き く影 響を 一与え る こと
がわか った。未 伸長胚 軸(3㎝ .,発芽後5日)ぐ 伸葦胚軸 ⑳ 伽,同8日)の
鄭 ・中部 ・下部か 務 湖 片蘇 ・屯 小 ・の臆 さで取 卿 し準 … 週
闇培 養 し,プ レー テ イング時 と プレー テ イン グ後1週 目のGreenSpot数
をTable.1に 示 した。 未 伸長 胚 軸 の 方が 伸長 胚 軸 よ り も,ま た 同一 伸長 程
慶 の胚 軸 な らば大 きな 切 片 を用 い た 方 がGreenSpρt数 が 多か った・ 一 方 ・
切 片 を取 り出す 部位 に よ る影 響に 前 土 者 程大.きくは な か った。GreenSpot
数 と切 片 に 含 まれ る細胞 数 との蘭 係 を 見ると,細 胞 数 が 多 けれ ばGreen
Spot数 も 多 くな った(Fig.5)・ これ らの ことか ら ・細 胞 質 の充 実 した
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第4章 継 代培 養 した胚 軸 力ル スか らのGτeeユSpot形 成 と植 物体
の 変異
継 代培 養 した カルス か らのGreenSpot及 び 不 定 芽 の 分化 率 と分 化数 を
Table.2.に 示 した。 継 代 培 養 を しな い もの よ りも 】～8回 継 代培 養 した 方
で(}reenSpot形 成 率 は 高 くな って お り,GreenSpot数 も多か った 。
特 に,継 代 培 養5回 と6回 の もので は全 部 の カル スに,GreenSpotが 形
成 され て い た。9回 以 上 に な る と形成 率 は徐 々に 低下 して い った が,全 期 間 を
通 じて60%以 下 にな る こ とは 稀れ であ った。GreenSpot:数 につ いて も
継 代培 養 を続 け る こ とに よ る低下 は]7回 位 まで は 顕 著で な か っだ∩
一 方 ,不定 芽 の分 化 は 継代 培 養 を重 ね るに つ れ て 急 激 に低 下 し て い った 。 こ
の低 下 は9回 目まで.が著 し く,そ れ 以 降17回 まで は低 位 で安 定 して いた が,
]9回 目に な る と芽 の分 化 が見 られ な くな った 、・
継 代培 養1、3,7,8,n回 目の カ ルス か ら得 られ たGreenSpot
を植 物 体 に 育 て,そ れ らの外 部 形 態 と染 色 体 数(Tab夏e.3)を 調 べ た。 再 分
化 植 物 に は2倍 体 の他 に3倍 体,4倍 体 及 び混 数 体が 含 まれ てお り,3倍 体 と
4倍 体 は継 代培 養 回数 が 多 くな る と出現 して くる よ うに な った 。 混 数 体 は2個
体 得 られ,共 に倍 数性 関 係 に あ る2n,3n.4nの 染 色体 数 を持 つ細 胞 の 頻
度 が高 か った 。
カ ル ス か ら不 定胚 を縫 由す る形 での 植物 の再 分 化 は,ω 同一 遺 伝 子 型 の 植 物
の 増 殖 に,,また はω 育 種 素材 とす る変 異 体 を得 る手 段 とし て利 用 で きる であ ろ
う。 後者 の場 合 に は カル ス の 継代培 養 の 回数 を 比較 的 多 くす る こ とが有 利 とみ
られ る。
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審 査 結 果 の 要 旨
組織培養は単為,生 殖や栄養繁殖を誘導する新手法 と して利用 されは じめているが,脱 分化 したカ
ルスか ら確実に能率よ く芽を分化 させ ることが一つの重要 な問題 となっている。従来 カルスか らの芽
の分化には,サ イ トカイニ ンの添加がそれ を促進 し,ま たNAA濃 度 は比較的低儂度が良 く,高 濃度
のNAAは 芽の分化を抑 制す るとの実験結果が多 く報告されてい た。
本著者は,ナ ス胚軸切片の培養で以上と同様 の傾向を認めたが,NAA濃 度をさ らに高めた場合に
も芽が分化する こと,ま た このNAA高 濃度 下の場合の芽の分化はサイ トカイ ニン添加によ り阻止 さ
れることを認 めた。
さらにNAA低 濃度でお こりサイ トカイ ニン添加によ り促進される芽は不定芽 であり,NAA高 濃
度でおこりサイ トカイ ニン添加で阻止され る芽 の分化は不定胚形成の経過をとることを組織形態調査
に より明 らかに した。 これは新知見 として評価 される。
　　
また,不 定胚 の子葉が発達しGreenSpotと して認め られ るにいたったものをNAA無 添加
培地に プレー テイ ソグする ことに より自立植物体を得る「ことができることを示 し,"GreenSpot"
形成に関係する諸条件の うち,品 種,NAA濃 度,組 織切片の令,細 胞数,培 養期間,継 代培 養回数
照明の撫,温 度条徽 どと"G・eenS…"形 成との関係を謹 し・さら・この経寧 得傾 立
植物体の遺伝変異を外部形態および染色体の面から調べ,継代培養により変異率が増す傾向を指摘し
ている。これらの情報は不定胚を経由して植物を再生,増 殖するに役立つものとして応用上か らも評
価できる。
以上の如く,本論文はカルスからの芽の分化に関し新知見を加えると共にその植物育種への応用の
可能性を示したものであり,審査員一同は著者に農学博士の学位を授与して しかるべ きものと認めた。
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